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　　　Phospholipid　metabolism　in　the　small　intestinal　smooth　muscle　was　invest三gated　f2zて，癖・o．
　　　The　smal正intestines　were　incubated　in　a　Krebs－Ringer　bicarbonate　solution（pH　7．4）at　37。C　containing
32Pi　at　various　time　intervals．　The　results　clearly　showed　that　the　small　intestinal　smooth　muscle　syn．
thesized　phospholipids　in　situ，　in　spite　of　the　fact　that　the　degree　of　32Pi　incorporation　into　the　phos－
ph・lipids　was　1・wer　than　that　of　the　liver　and　small　intestinal　mucQsa．
　　　Among　the　phospholipids，　speci丘。　radioactivity（SA）of　phosphatidylinositol（PLI）separated　from
phosphatidylserine（PLS）was　already　higher　than　that　of　phosphatidic　acid（PA）at　30　min　incubation　and
also　clearly　higher　than　those　of　other　phospholipids　at　60　and　120　min．　The　same　tendency　was　ob－
serve．d　in　the　mucosa．　SA　of　PLS　was　very　Iow　at　each．incubation　time．　SA　of　phosphatidylcholine
（PLC）was　already　higher　than　that　of　phosphatidylethanolamine（PLE）at　30　min．　The　d遜erence　was
more　significant　in　incubation　at　a　longer　length　of　time．　This　is　quite　opposite　to　that　observed　in　the
liver，　that　is　to　say，　under　the　same　conditiQns　SA　of　PLE　was　always　higher　than　that　of　PLC三n　the
latter．
　　　In　the　incubation　conditions　used，　degradation　of　the　phospholipids　was　recognized　in　the　smooth
muscle　as　well　as　in　the　mucosa．　The　degree　of　the　individual　phospholipids　was　not　always　similar
when　the　incubation　time　was　short．　In　the　percentage　of　decrease　of　the　phospholipids　it　was　found　that
the　values　were　in　the　following　order：PLI＞PLE＞PLC．　However，　the　dif〔erence　in　degree　of　decrease
among　the　individual　phospholipids　could　not　be　observed　in　incubation　at　aユonger　length　of　time．
　　　In　PLE　fraction，　which　consisted　of　three　types，　namely，　diacy1，　alkyl－acyl　and　alkenyl－acyl，　hydrolysis
of　the　diacyl　fractiQn　was皿oτe　signi丘cant　than　those　of　the　otheτtwo　f■actions．
緒 言
　小腸の粘膜および小腸全体でのリン脂質代謝に関する研
究はみられるが，小腸平滑筋に関する研究は極めて少く
2～3の報告1僻3）をみ．るにすぎない．著者は小腸平滑筋にお
けるリン脂質代謝の研究の一環として，Krebs－Ringer
bicarbonate液中でラット小腸切片と放射性無機リン酸
（32Pi＞を30分，60分，120分，インキュベーションするこ
とにより小腸平滑筋においてもリン脂質のde　novo合成
の存在をみた．同時に小腸粘膜および肝における結果と比
較検討した．この様にゴπτ伽。での小腸平滑筋，粘膜に
おける合成．をみた報告はない．
　著者は，さらに小腸平滑筋では今まで単離されていない
phosphatidylinositol（PLI），　phosphatidylserine（PLS），
phosphatidic　acid（PA），　cardiolipin（Card），を再thin－
layer　chromatography（TLC）1こより分離し，それぞれ
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の組成を決定し，さらに合成および分解能を小腸粘膜およ
び肝と比較検討した．
　また，小腸両層をそれぞれインキュベーションした後
phosphatidylethanolamine（PLE）を穏和な酸およびアル
カリで水解することにより，diacyl，　alkenyl－acy1，　alkyl－
acy1型のPLEの分解を比較検討した・
　えられた実験結果から，小腸両層のリン脂質代謝につい
て考察を行った．
実験方法
1．材　料
Wistar系ラット（雌，体重170～230　g）を18時間絶食
後，軽いエーテル麻酔下で開腹し，門脈を切断した後，心
より国書の生理食塩水約1001n4を注入し，肝および小腸
を灌流後，肝および小腸を摘出した．
　1）肝
　肝は摘出後充分に濾紙で水分を除いた後，Stadie－Riggs
tissue　slicerを用いて厚さ0．5　mmの肝切片として湿重量
を測定し実験に用いた．
　2）小　腸
　幽門輪直後より小腸末端までを可及的に腸間膜の附着し
ないように摘出した．摘出した小腸は，氷冷の生理食塩水
にて内腔を洗浄し，濾紙にて水分を除き腸管を開き2～3
cmの腸切片とし実験に用いた．なおインキュベーション
（後述）に用いた腸片は，小腸の部位による差をなくするた
め上部，中部，下部腸管が平均して混じるようにし，小腸
湿重量を測定した．
2．インキュベーション時の液の組成と条件
　20m4のK：rebs－Ringer　bicarbonate液（pH　7．4）に3g
前後の小腸片，或は肝切片を入れ，95％02，5％CO2の混
合ガス気流中で37℃，5分間プレインキュベーションした
後，放射性無機リン酸（32Pi）2mCiを加えて振卜しながら
小腸は30分，60分，120分，肝は60分，インキュベー
ションを行った．
3．ホモジネート調製
　インキュベーション後，小腸は氷冷のガラス板上で片刃
のカミソリの鈍な端にて粘膜と筋層に分離した，この方法
では粘膜下層より漿膜に及ぶ層を筋層として用い，湿重量
を測定した．粘膜層の湿重量は，小腸総湿重量と筋層湿重
量の差で表わした．小腸粘膜層および肝は，4。CでPotter－
Elvehje皿ホモジナィザーを使用して0．9％NaC1溶液で
20％ホモジネートとした．小腸筋層は結合織を含むため
片刃のカミソリで細断した後，乳鉢を用い粗のホモジネー
トを作製し，更に小腸粘膜層と同様にして20％ホモジネー
トを調製した．
4．脂質の抽出
　脂質の抽出は20倍容量のクロロホルム：メタノール（2＝
1v／v）を加えて一夜室温で放置し，抽出液はFolch法4）に
より精製し，さらに窒素気流下で減圧乾固して残渣をクロ
ロホルムにて一定容量とした．
5．薄層クロマトグラフィー（TLC）による
　　各リン脂質の分画
　小腸筋層，粘膜層および肝のリン脂質の分画は，脂質抽
出液の一部を110。C，2時間活性化した1mM炭酸ソーダ
液で調製した厚さ0．5mmのSilica　gel　H（Merck）plate
上にスポットし，展開溶媒はlysophQsphatidylethanola－
Inine（Lyso－PLE）の分離できるSkipskiの変法であるク
ロロホルム：メタノール：酢酸；水（100＝60：14二4by　voL3））
を用い，20。Cで約70分目展開した（以後Solvent　system
Iと呼ぶ）．0．02％2，7一ジクロロフルオレスセンのエタノー
ル溶液を噴霧し，螢光丘で各リン脂質を識別した．各リン
脂質はプレート上よりかき出した後，各3m6のクロロホ
ルー：メタノール＝酢酸1水（50二3911二10by　vo1．）の混合
溶液で室温にて4回抽出し，抽出液を4m6の4Mアンモ
ニア溶液で洗浄し，2，7一ジクロロフルオレスセンを除いた．
さらに4m4の50％メタノールを加えて洗浄した後，メタ
ノールを加えて一定容量とした．
　なお，このSystem工の展開溶媒ではPLSとPLIお
よびCardとPAがそれぞれ同一スポットとなるため，
System　lにてPLS十PH画分，　Card十PA画分をえ．，そ
れぞれ抽出したものを以下の方法で再TLCを行った．
　1）　PhosphatidylinositolとPhosphatidylserine
　　　の分離
　System工のPLS＋PLI画分の抽出したものについて，
前記と同様のプレートでクロロホルム：メタノール：7．5M
アンモニア（65：35：5by　vo1．）で70分間展開した（Fig．1ン
　2）CardiolipinとPhosphatidic　acidの分離
　System工で分離したCard＋PA画分の抽出したものに
ついて，厚さ0．51nmの塩を含まぬSilica　gel　Hプレー
ト上にスポットし，アセトン：石油エーテル（1；3v／v）で
約30分間展開後，減圧下室温で15分間乾燥し，さらにク
ロロホルム：メタノール：酢酸：水（80113＝8：0．3by　voL）
で約40分間展開した（Fig．2）．
6．Phosphatidylethanolamineのmild　acid　hy－
　　drolysisおよびmild　alkali蹟e　hydro1Vsis
　System　Iで分離抽出したPLEをそれぞれ緩和な酸お
よびアルカリ水解した．すなわちmild　acid　hydrolysis
は坂上と笠間の方法5）にもとずき，抽出液を減圧乾固の後，
0，51n6の90％酢酸を加え55。C，45分間振漫しながら水解
後，直ちに氷冷を行った．その後N2気流下で蒸発乾固し，
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クロロホルム液としてTLCに供し，　acid　stable（diacy1
型十alkyl－acy1型）両分とacid　labile（alkeny1－acyl型）
画分とに分離した．さらにacid　stable画分は，抽出後
Dawsonの方法6）にもとずき，　mild　alkaline　hydrolysis
を行ない，水引（diacyl型）と有機溶媒層（alky1－acyl型）
に分離した．
PLE
PLI
PLS
PLl PLS　　S卜’100TH　　　　　　　　　LIVER　　　卜4USCLE
Fig．1　Rechromatography　of　phosphatidylinositol
　　　　十phosphatidylserine　fraction
Developing　solvent：
　chloroform－methanol－7．5　M　ammonia（65：35＝5
　by　voL）
DetectiQn　methods：
　2％phosphomolybdic　acid　in　ethanol　and　O．25％
　ninhydrin　in　acetone，　PLI　and　PLS　are　authen－
　tic　samples．
（PLI十PLS）fraction　was　separated　by　TLC　with
　　chloroform－methanoトacetic　acid－water（100；60；
　　14：4by　vo1．）as　a　mixed　fraction．
　Abbreviations：
　　PLI　（phosphatidylinositol）
　　PLS（phosphatidylserine）
　　PLE（phosphatidylethanolamine）
7．タンパク質■，脂質一リン量および放射能の測定
　タンパク質の測定はLowryらの方法7），脂質一リン量の
定量はBartlettの方法8），放射能はGeiger－M廿ller　coun－
ter（Aloka　TDC－1型，日本無線Co．）でそれぞれ測定
した．
実験成績
1，TI．Cによる各リン脂質の分離
実験方法5．のSolvent　system工にて1ysophosphatidy1－
choline（Lyso－PLC），　sphingomyelin（Sph＞，　phospha－
tidylcholine（PLC），　Lyso－PLE，　PLS十PLI，　PLE，　Card
＋PAの7つのリン脂質心隔に分離できた．さらにPLS＋
PLI二分，　Card＋PA画分をそれぞれ再びTLCにて分離
した．
　1）　PhosphatidylserineとPhosphatidylinositol
　　　の分離
　Fig．1は既知のPLI（Applied　Science製），　PLS（Na－
karai　chelnica1製）および筋層と肝のPLS÷PLI配分を
展開したものである．
　既知のPLIとPLSと筋層および肝の左側半分は5％リ
ンモリブデン酸で，また筋層と肝の右側半分は0．25％ニン
ヒドリンで発色した．既知のスポットと一致し，両者は完
全に分離できることを確めた．
　2）CardiolipinとPhosphatidic　acidの分離
　Fig2の左側（1）はPLE，既知のPA，　Card（共にSig－
ma　chemical製）および筋層のCard＋PA画分を展開し，
5％リンモリブデン酸で発色したものである．PLEより上
のスポットは2個で，それぞれ既知のPAとCardのスポ
ットと一致した．
　：右側（王1）は小腸粘膜および肝のCard十PA画論のRa－
dioautogramでPLEより上に2つのスポットをみた．以
上のことから両者は完全に分離できることを確めた．
2．小腸筋層，粘膜層および肝のリン脂質量および
　　タンパク質量
　小腸筋層，粘膜層および肝の脂質一リン量，タンパク質量
およびその比をTable　1に示した．組織重量当りの脂質一
リン量，タンパク質量とも小腸筋層では粘膜よりやや少な
かったが，その比は変らず肝の約1／2であった．
3．各組織のリン脂質組成
　小腸両層および，肝の各りン脂質組成をTable　2に示し
た．小腸四聖でLyso－PLCおよびLyso－PLEのLyso体
の割合が肝に比べて多かった．Sphは筋層で肝の4倍，粘
膜層で2倍の比率で存在することを認めた．PLIは肝で多
く，小腸両層では少なかった．逆にPLSは小腸両層に多
く，肝では少なかった．PAの割合は，筋層〉粘膜〉肝の
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Fig．2　Rechromatography　of　mixed　fraction　of　phosphatidic　acid　and　cardiolipin
　　　　Developing　solvents：
　　　　　　1st．　acetone－petroleum　ether（1：3v／v）
　　　　　　2nd．　chloroform－methanol－acetic　acid－water（80：13；8：0．3　by　vol．〕
　　　　PLE，　PA　and　Card：authentic　samples
　　　　　　　I　Detection　methQd；2％phosphQmolybdic　acid　in　ethanol
　　　　　　II　Radioautograms　of　32P－PA　and　32P－Card
　　　　Abbreviations：PA（phosphatidic　acid）　　　Card（cardiolipin）
順であり，Cardは肝で小腸両層より多かった．
4．小腸筋層，粘膜層および肝の総リン脂質への
　　32Piのとり込み
　小腸片および肝切片を32Piとインキュベーションし，小
Table　l　Co窺θ窺5げ」ウゐ。功ん。妙ゴ4「助。ゆん。耀∫
　　　　αη6ρ2層0’θ伽初5ノπα〃fπ孟85彦加α♂5η～00’1L
　　　　7π撹5cZ8，一ノη駕05ααπ4　Z勿8プ
Tissue PL－Pμ9／9
tissue
Protein　　　PL－P／
mg／g　　Protein
tissue　　　Ratio
Small　intestinal
smooth　muscle
Small　intestinal
　mucosa
Liver
297．1±43．9　　140．6±；13．4　2．11±0．26
359．6±36．7　　163．6±10．7　2。20±0．21
1165．7±93．1　　264．4士113　　4．41±0．30
Values　are　the　means±S．D．　of　6　experiments．
　PL－P：　Phospholipid－Phosphorus
腸は30分，60分，120分後の，肝は60分後のリン脂質へ
のとり込みについて検討した．Fig．3は各組織におけると
り込みをspeci丘。　radioactivity（SA）でグラフに示したも
のである．小腸両層では120分までほぼ直線的に上昇する
SA値を示した．また各時間とも粘膜層のSAが筋層の約
2．5倍の値を示した．60分では筋層のSA値は肝の約1／7
であった．とり込みは，肝〉粘膜〉筋層の順であった．
5．各組織の各リン脂質への32P丘のとり込み
　Table　3は小腸筋層および粘膜腸，括弧内は肝における
インキュベーション後の各リン脂質中にとり込まれた32Pi
の割合を示したものである．60分インキュベーション後の
小腸両層および肝を比較すると，小腸両層では大きな違い
はない．小腸両層を肝と比較するとPLEの割合は少く，
PLIの占める割合が多いのが特徴的である。またLySQ－
PLC，　Lyso－PLE，　Card，の占める割合がやや多い．
　小腸両層の経時的変化では，筋層のPLEの割合は時閻
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　　　　　Tissue
Phos－
　pholipids
Small　intestine
Smooth
muscleMucosa
Liver
Lyso－PLC
Sph
PLC
Lyso－PLE
PLI
PLS
PLE
PA
Card
3．3±0．3
17．5±0．6
35．0±二〇．8
5．6±0．4
3．6±0．3
6．3±0．4
20．4±0．9
3．3±0．2
5．0±0．3
29±α5
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3．8±0。6
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219±0．9
2．8±0．2
5．0±0．6
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Values　are　the皿eans±S．D．　of　5　experiments．
　Abbreviations：
lysophosphat玉dylcholine
sphingomyelin
phosphatidylcholine
lysophosphatidylethanolamine
phosphatidylinositol
phosphatidyl＄erine
phosphatidylethanolamine
phosphatidic　acid
cardiolipin
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　　Fig．．3　　Changes　of　specific　activities　Qf
　　　　　　　total　phospholipids　in　small　intestinal
　　　　　　　smooth　muscle，一mucosa　and　Iiver　at
　　　　　　　variouS　inCUbatiOn　timeS
Incubation　condition＝
　　Tissue：small　intestine（3－4　g）　liver（about　3　g）
Volume＝20m6　Krebs－Ringer　bicarbonate　solution
Isotope；2mCi　of　32Pi
Temperature：37℃
Table　3凸’W・‘・♂’∫’’”伽’・’・財ルーζ泌・αC彦’・【，’り・〔ゾfノ～4顔4～4αゆん・ゆん・伽ゐ∫ノ・5〃：‘αZJ
∫π’83’ど服Z5〃’0・〃Z〃・’45C♂β，一〃墨ど4CO∫ααπ4勧8’曹α’εα漉∫πCZめα’ゼ0／Z孟加6
　　　Incubation
　　　　　　time（min．）
Phospholipids
LySQ－PLC
Sph
PL（⊃
Lyso－PLE
PLI
PLS
PLE
P．A
Card
30
Smooth　muscle
　　　　　60 120
2．7±0．8
2．7±1，1
30．3±5，0
5．8±1．4
16．3±2．4
4．1±0．8
14．8±2．5
16．5±3，5
6．8±1，7
　2．3±0，6　　（0．5）
　3．8ニヒ1．9　　（1．9）
43．1　　4．1（38．5）
　3．5　　0．9　L1．7）
19．0　　1．5　　良85）
　2．7　　0．4　　（3．5）
11。4　　1．4（31．1）
　9．0±0．4（12．9）
　52±0．6　　（1．4）
2．6±0．4
3．2±0，2
53．6±二3．2
5．0±1．8
18．4±1．5
1．6±0．6
7．7±0．6
4．6±0．9
3，3土0．3
30
Mucosa
　　60 120
1
1．3±0．3
3．5±0．5
29．5±2．4
5．9±1．4
16。8±1．7
4．7±1．9
19．3±2．5
11．6±2．7
7．4±1．3
1．2±03
2．1±0．3
40．5±3．．2
3．8±0．9
20．0±1．6
3．5土0．2
15．1±2，9
7．4±1．7
6．4±1。6
2，9±0．3
2．6±0．6
44．2±2．0
5，3±0，6
17．8　2．1
2。5　0．6
16．5　09
4．0　1．2
4．2　1．1
Values　are　the　means±S．D．　of　5　experiment5．
Values　in　parentheses　show　radioactivity　distribution　in　Iiver．
Incubation　conditions　are　the　same　as　shown　in　Fig．3．
Abbre▽iations　are　the　salne　as　shQwn　in　Table　2．
244 井村　　小腸平滑筋のリン脂質代謝に関する研究 牢L中晃i狂誌．　1975
Table　4　C11α’～9‘’5‘ゲ宴）‘’ぐ1かぐαぐ〃て，’ご1じ∫（ゾ～〃‘～’し・撤でα1カ1～oψゐθ！ψ’ζム～ノ～5〃乙α！～～ノ故’∫ご’〃‘11
　　　　　∫〃’00疏〃L’‘∫cZ6，一’πεκ0∫αα〃4〃こ・ω一‘Z孟ピαぐんか’ZビZ‘傭どωZ”〃’‘ノ
　、　　Incubation
　　　　time（min．）lPhos－
　pholipids．．、．＼、
Total
Lyso－PLC
Sph
PLC
Lyso－PLE
PLI
PLS
PLE
PA
Card
30
22
10
　4
17
16
104
！1
16
88
28
Smooth　muscle
　　　60　　　　　120
49
37
12
73
25
391
！7
33
122
61
143
78
24
261
120
710
37
76
197
135
30
56
14
14
39
38
225
27
54
248
74
Mucosa
　60 120
112　　　　312
18　　　　162
16　　　　　47
106　　　　410
39　　　　！44
509　　　　1060
59　　　　　84
78　　　　232
263　　　　378
106　　　　！72
Values　are　the　means　of　5　experiments．
Incubation　conditions　are　the　same　as　shown　in　Fig．3．
Abbreviations　are　the　same　as　shown　in　Table　2．
Specl丘。　activity：cpm／1αg　of　lipid－P
1
Liver
60
336
119
1！6
278
245
400
244
396
1545
131
とともに減少し，粘膜では大きな減少がみられない点を除
くと非常に似たパターンを示した．すなわちPLCが時間
と共に著明に増加し，PAは逆に著明に減少した．　PLIは
ほとんど変化なくPLS，　Cardはやや減少した．
　Fig．2の右側（II）は小腸粘｝1莫層と肝におけるCard十PA
当分の再TLCのRadioautogramである．これから
Table　3の粘膜におけるPAとCardの関係，すなわち
インキュベーション後30分でPA＞Card，60分でPA≒
Card，120分でPA〈Cardの関係が明らかである．一方
肝の60分インキュペーシ・ンではPA》Cardの関係にあ
り，PAとCardのとり込みパターンが小腸粘膜および筋
層と肝では著しく異ることが明らかとなった．
　Table　4は小腸筋層，粘膜および肝の総リン脂質および
各リン脂質へのとり込みをSAで表わしたものである．小
腸筋層を粘膜と比べると，筋層では30分インキュベーショ
ンですでにPLIのSAがPAより高いこと，　PLEのSA
の上昇がかんまんであること，120分インキュベーション
でLyso－PLEのSAがPLEより高いこと，　PLIのSA
の上昇カーブが急であるなど，やや異る点はあるが，全般
的には近似したパターンを示した．すなわち小腸両層では
PLCとPLIのSA値が時間とともに急激に上昇すること，
PLCのSA値は常にPLEより高いこと，　PAのSA値の
経時的上昇はかんまんであること，Sph，　PLSは常に低い
SA値を示すことなどが観察された．一方，60分インキュ
ベーション後の肝では，PA》PLI，　PLE＞PLC，　Lys（）．
PLE，　PLS＞Card，　Lyso－PLC，　Sphの順であった．この
様に小腸両層と肝では明瞭に異るパターンを示した，
6．小腸筋層，粘膜層および肝のインキュベーション
　　による総リン脂質およびタンパク質撮の変化
　Fig．4は各組織のインキュベーション後の脂質一リン童
の変化を，インキュベーション前の値を100とした時の各
時間の値をグラフで示したものであり，Fig．5は同様にタ
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　　　small　intestinal　smooth　muscle，一mucosa
　　　and　liver　at　various　incubation　times
　IIlcubation　conditions　are　the　same　as　showll
　in　Fig，3．
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ンパク質量のインキュベーションによる変化をグラフに示
したものである．
　脂質一1，ン量（Fig．4）は肝ではインキュベーション前後
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Fig．5　　Changes　of　protein　content　in　small
　　　intestinal　smoQth皿uscle，一nlucosa　and
　　　liver　at　various　inCUbation　timeS
　Incubation　conditions　are　the　same　as　shown
　in　Fig．3．
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で変化はみられないが，小腸両面では時間とともに減少し
た。小腸筋層では60分まで直線的に減少し，その後の減少
はゆるやかとなった．一方粘膜層では30分まで急激に減
少がみられた．120分インキュベーションで筋層では36％
粘膜では58％の減少を示した．
　一方，タンパク質量の変化（Fig．5）もリン脂質量の変化
とよく似たパターンを示し，タンパク質量とリン脂質量は
平衡して減少することを認めた．
7．小腸筋層，粘膜層の各リン脂質量の変化
　Fig．6は小腸筋層と粘膜の組織1g当りのインキュベー
ションによる各リン脂質量の変化を棒グラフで示したもの
である．
　肝ではインキュベーション前後の各リン脂質量に変化は
認めず，データは省略した．
　小腸筋層ではLpso－PLC，　Lyso－PLEを除いたすべての
リン脂質でインキュベーション時間と共に減少を認めた
が，量的にはPLC，　PLEが最も多く減少した．減少率で
みると30分インキュベーション後で，PLIが26％と一番
多く，次いでPLE，　PLCの順であった．120分インキュ
ベーションではPLE，　PLI，　PLC，　Card，　PLSなどが40％
以上の減少を示した．
一方，粘膜でも各リン脂質で筋層と同様の傾向を示した
が，筋層に比べ各リン脂質ともより大きく減少した．30分
インキュベーション後で，PLC，　PLI，　PLEが約40％の
S凹00TH凹USCLE
［コ　n・・一incub・t・d．
o　　　incubated　370C　30
ﾞ　　　incubated　370C　60
ｵS　incubated　37。C　120
MUCOSA
LYso－PLC
Fig・6
　SPH　　　　　　PLC　　　LYso－PLE　　　PLI　　　　　　PLS　　　　　　PLE　　　　　　PA　　　　　　CARD
Changes　of　amounts　of　individual　phospholipids　in　small　intestinal
slnooth　nluscle　and－mucosa　after　incubation
　Incubation　conditions　are　the　same　as　s｝10wn　in　Fig．3．
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FZg．7　Changes　of　amounts　of　phosphatidylethanolamine　fraction　and
　　　　　diacyl一，　alkyl－acy1一，　alkenyl－acy1－glycerylphosphorylethanolamine
　　　　　in　small　intestinal　smooth　muscle，一mucosa　after　incubation
　ロPLE＝（diacy1十alky1－acy1十．alkenyl－acyl）一GPE
　●diacy1－GPE　　　o一一〇alkyl－ac．yl－GPE　　　×　　×　alkenyl－acyレGPE
Values　are　the　means　of　3　experiments．
The　intestinal　smooth　muscle　and　mucosa　separated，　were　homogenated　respectively．
About　l　g　of　each　tissue　were　incubated　in　10　m60f　Krebs－Ringer　bicarbonate　solutioll　at　37℃．
PLE　fraction　was　separated　by　TLC　with　chlorQform－methanol－acetic　acid－water（100：60；14：4
by　voL）as　developing　sQlvent．　　　See　text　on　analysis　of　three　types　of　PLE．
Abbreviation：GPE（glycerylphosphorylethanolamine）
減少率を示した．120分インキュベーション．後では，PLC，
PLI，　PLS，　PLEが60％以上の減少を示した．
8．小腸筋層，粘膜層のインキュベーションによる
　　Phosphatidylethanolamineのd量acyl型，
　　alky1，acy1型およびalkenyLaCV1型の変化
　Fig．7は小腸筋層，粘膜組織，それぞれ約．19を30分，
60分，120分インキュベーションした後のPLEを穏和な
酸，アルカリ分解をすることによりdiacyl型，　alkyl－acyl
型，alkenyl－acy1型PLE量の変化を組織19あたりで示
した．
　インキュベーション前の割合は，小腸筋層．でdiacyl型
48％，alkyl－acyl型12％，　alkenyl－acyl型40％，一．方粘
膜ではそれぞれ57％，24％，19％であった．小腸筋層では
インキュベーション後，PLE全体では30分までは急激に
減少し，それ以後の減少は僅かであり，その減少カーブは
diac￥1型のカーブと平行している．
　alkyl－acy1型，　alkeny1－acyl型PLEの分解は少なかっ
た．30分置ンキュペーシ・ン後の分解の割合をインキュ
ベーション．Oと比べると総PLEで52％，diacyl型で70％，
alkyl－acyl型で34％，　alkenyl－acy1型で39％の減少を認
めた．
　粘膜でも同様の傾向を認めるが，総PLE，　diacy1型PLE
の急激な減少は60分インキュベーションまで続いた．
alky1－acyl型，　alkenyl－acyl型PLEの減少は筋層同様．僅
かであった．30分インキュベーション時の減少率は，総
PLEで45％，　diacyl型56％，　alkyl－acy1型38％，　alkeny1・
acyl型22％であった．以上の様に小腸両層の総P．LEの
インキュベーションによる水解の主体はdiacyl型PLEで
あった．
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考 察
　ラット小腸におけるリン脂質代謝に関する研究として，
小腸粘膜および小腸全体のものは多数みられるが，小腸筋
層に関する研究は，1〃憤りでの小数の報告1川3・12）しか
ない．
　著者は腸切片と32PiをKrebs－Ringer　bicarbonate土中
でインキュペーシ・ンすることにより，小腸平滑筋におけ
る各リン脂質の∫〃τ～ケ。での合成および分解について検
討した．同時に小腸粘膜および肝と比較検討した．
　小腸平滑筋におけるリン脂質合成を32Piを使って～〃
て，加。で観察した実験としてNoma12），斎藤1），皆川2）の報
告があるが，～〃τfカ’oにおける小腸筋層のリン脂質の合成
を検討した研究は，著者の調べた限り本実験が始めてで
ある．
　さらに小腸平滑筋においては，今まで単離されていない
PLI，　PLS，　PA，　Cardを分離し，その他のリン脂質を含め
て，その組成，合成能，分解能を調べ小腸粘膜および肝と
対比して実験を行った．
　小腸を平滑筋と粘膜に分離する方法は，堀内9），皆川2）に
より証明された組織学的にも両州の混入のない方法でおこ
なった。
　Nielssonら10）によりLyso－PLCの吸収および代謝は，
小腸部位による差はないという報告もあるが，他方Mans－
bach11）　Oよ　1ysolecithin　acyltransferase，　diglyceride
acyltransferase活性は，上部小腸で強い活性を示すと報
告しているので，各インキュベーションに用いた腸管は，
上部，中部，下部が各インキュベーション液中に均等に混
じるように配慮した．さらに小腸両層ではphospholipase
活性が非常に強いので，分離の一連の操作を4。Cで施行
した．
　小腸筋層のリン脂質時分への32Piのとり込みの研究で，
Noma12）は小腸内野に直接32Piを注入後摘出した小腸筋
層で粘膜層と同様の32Piのとり込みを報告している．他方，
斎藤1）は頸静脈より32Piを注入後，筋層の1」ン脂質合成能
をSAで粘膜と比較した．筋層では1時間後で粘膜の約
1／2，3時間後で約1／4のSAであることを見い出し，小腸
筋層でのリン脂質の合成能は粘膜層に比べて低いことを報
告している．
　著・者は～〃て・’〃ηでFig．3に示す如き結果をえ，30分か
ら120分インキュベーションでは小腸筋層で粘膜の1／2－2．5
の，60分目肝の約1／7のSA値をみた．この様に小腸筋層
でのりン脂質代謝活性は，肝，粘膜に比較して低いことを
認めた．小腸切片で行ったと同様に小腸筋層と粘膜層を分
離後，各々インキュベーションした実験でも，小腸筋層に
32Piのとり込みをみた．このことから他臓器，血液，小腸
粘膜の影響のない状態，すなわち小腸平滑筋自体でも32Pi
のとり込みがおこり，小腸平滑筋でのリン脂質のde　novo
合成機能の存在が明らかとされた．
　小腸平滑筋におけるPLI，　PLS，　Card，　PAの組成につ
いての報告はない．また，小腸粘膜でのこれらのリン脂質
についてもGurr13），　Noma14），　Collins15）の報告しかみら
れない．
　PLIとPLSをTLCにより分離する方法としてskip－
ski16）の一次元による方法もあるが，臓器の違いによる各
リン脂質組成が異るためか，小腸両州では十分目分離する
ことは難しかった．著者は，両1」ン脂質のRf値の差の比
較的大きいSkidmore17）の二次元による分離方法の第一
次展開溶媒を使い，展開時間を長くすることを試み分離が
可能となった．その結果，小腸平滑筋層におけるPLIは全
リン脂質の3．6％，PLSは63％であった，一方同時に検
討した粘膜では，3．8％，53％，肝では6．6％，3．4％の割合
を示した（Table　2）．　Gurr13）は粘膜で4．1％，5．2％，肝で
6，9％，4．1％と報告しており，粘膜，肝ともに本実験結果と
似た割合を示している．またskipski18）は，肝でPLI　8．8
％，PLS　3．0％と報告している．いずれにしても小腸平滑
筋ではPLSが多く，　PLIが少ない．この傾向は粘膜でも
認められ 肝とは逆の関係にあり，この組成の違いが機能
の発現にどの様な影響をもつかは，さらに検討が必要とさ
れる．
　PA Cardの分離はSkipskiら19）の酸性リン脂質を分
離する方法に従って分離した．小腸～F滑筋層で，PAが3．3
％，Cardが5．0％であり，粘膜層で2．8％，5．0％，　II．1：では
1．6％，8．！％であった（Table　2）．粘膜における割合として
はGurr13）が3，2％，2．8％，　Noma14）が1．8％，4．6％，肝に
おける割合では，PAに関してはほとんどの報告で極めて
少いとしているが，Wuthier20）は0，8％，　Collins15）は2．0
％の値を報告している．小腸粘膜と肝を同時に観察してい
るGurr13），　Collins15）はいずれもPAの割合が小腸粘膜で
は肝の場合より多いことを観察しており，著者の成績と一
致した．しかしながら著老はphosphatidylglycero1（PLG）
を単離できず，その割合がPAに加わり，割合が多少多く
なっていることも考えられるので，さらに実験を重ねて解
明の必要がある．
　肝におけるPLEの代謝が活発であるという多数の報
告1，ユ2，21－23＞があり，in　vivO，〃～て・”m両方で認められて
いる．本実験でも肝スライスの60分インキュベーション
後の各リン脂質でPLEの比活性がPLCより高いことが
明らかにされた（Table　4）．他方，小腸両層では斎藤1），皆
川2），堀内9）の頚静脈より32Piを投与後のi」vivoの実験
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では，1時間以後の小腸両層でPLCのSAがPLEのそれ
より常に高いことが見い出された．加τ，めηでの本実験で
も32Piと共にインキュベーションした小腸両層で短時間
からPLCの比活性がPLEのそれより高いことが明らか
にされた（Table　4）．これらの事実は小腸両層のPLCと
PLEの代謝活性が肝とは異ることを示し，それぞれの組
織の機能との関連において興味ある知見である．
　肝におけるPLC合成経路としてはKennedy経路によ
る以外にPLEのメチル化による合成経路24・25）がかなりの
比重を占めているとみなされている．しかし小腸粘膜では
PLEのメチル化による合成経路は否定的であり24・26），こ
の点がある程度合成パターンの違いに関与しているかも知
れない、
　Paltauf27卍29）は小腸粘膜にalkenyl－acyl，　alky1－acyl型
のPLEおよびPLCの存在を，斎藤30）は小腸平滑筋層に
alkenyl－acyl型のPLEおよびPLCの存在を報告してい
る．山田31）は両輪におけるPLEおよびPLCのdiacyl，
alkyl－acyl，　alkenyl－acly型の割合および脂肪酸組成｝こつ
いて詳細な報告をしている．著者もPLEをmild　acid
hydrolysisおよびmild　alkaline　hydrolysisすることに
より，筋層でdiacyl型48％，　alkyl－acyl型12％，　alkenyl－
acyl型40％，粘膜ではdiacyl型57％，　alky1－acyl型24
％，alkeny1－acyl型19％という結果をえた（Fig．7）．これ
らの値はPaltauf29），斎藤30），山田31）らの成績に一致した．
肝ではPLC，　PLEともにdiacyl型が90％以上を占める．
小腸両層でもPLCではdiacy1型が両辺とも約85～90％
を占めている．しかしPLEでは代謝回転が遅い3。）とみな
されているalkeny1－acyl型が筋層で40％，粘膜で19％も
含まれている．斎藤30）はこれらの影響をみるためacid
stable　PLE（diacyl十alky1－acyl型のPLE）とPLCを比
活性で比較し，なおPLCのSAが高かったと報告してい
る．小腸ではdiacy1型のPLCおよびPLEが共にKen－
nedy経路により生成されると考えられることから，両1」
ン脂質の臓器による合成能そのものに差があることも考え
られる．例えば小腸粘膜におけるPLCの代謝が活発であ
るという多数の報告10”12，32～34）があり，海蘭性のPLCは
Lyso－PLCとして小腸粘膜より吸収され，再アシル化さ
れ，これが共存する脂肪の移動形であるキロミクロンの形
成に関与し，リンパ液中のPLCへと活発に移行10・32，33）す
る．また脂肪吸収時には，リン脂質のうち小腸粘膜では
PLCの合成がとくに著しく促進するという報告12，24）があ
る．著者もオリーブ油を与えた2時間後の小腸切片を使っ
た’κ腕’ηの実験で，小腸粘膜のPLCのみの合成の促進
をみた．この傾向は筋層では認められなかった．脂肪吸収
時にPLCの合成が促進するのは，キロミクロンの形成に
関与するためと考えられ，小腸粘膜に特有な機能とリン脂
質代謝の関連性が強く想定される．しかし吸収という機能
をもたぬ小腸筋層でも，PLCの比活性がPLEよりも高
く，さらに研究をして解明しなければならない点であろう．
　イノシトールリン脂質の研究は，脳，神経などで多数の
研究35・36）があり，32Piが速かにとりこまれ，代謝回転も速
かであること，diphosphoinositide（DP工），　triphospho－
inositide（TPI）の存在も知られている．小腸粘膜でもf’z
て，～て・oの実験でGurr13），　Noma12）はPLIの比活性の高い
ことを報告している．また小腸筋層では斎藤1）がwhole
homogenate，皆川2）は細胞分画したすべての画分で（PH
＋PLS）画分の比活性が高いことからPLIの比活性が非常
に高いことを示唆している．本実験では，インキュベー
ション後両リン脂質を分離して，両層のPLIが圧倒的に高
いSAを示した（Table　4）．すなわち筋層では各時間で総
リン脂質の5～7f音のSA値を見い出した．　Gurr13）は粘膜
で32Pi注入後30分でPLIのSA値が総リン脂質SAの約
4倍であったと報じている．著者の加τ1彦’［oでの30分，
60分，！20分インキュベーション後で約4倍のSA値を粘
膜でみた．この様に総リン脂質に対するPLIの相対的活
性の高さは，小腸筋層において粘膜より強く認めた（Table
4）．この平な傾向，さらに1Jン脂質組成でSph，　PLSなど
が多く，小腸筋層でより神経組織に似た組成を示すこと，
ま 小腸両層にはマイスネル，アウエルバッハ両神経叢が
含まれていること，本実験では神経叢が多く存在する粘膜
筋板まで筋層に含めていることを考え合わせると，これら
神経叢の影響をうけていることも考えられる．末梢神経に
もDPI，　TP1の存在が示されているが，小腸ではこれらの
リン脂質の存在は明らかでない・従ってこの様に高いPLI
の比活性が，小腸平滑筋のmonophosphoinositideのみ
のものなのか，或はDP工，　TPIの彫響によるかは明らかで
ない．今後の検討が必要な点である．
　リン脂質合成経路の重要な中間体であるPAの比活性が
高いことはすべての組織で報告されている．本実験でも肝
では60分インキュベーション後のSA値は，総リン脂質
の4．6倍と圧倒的に高いSA値を示した．しかし小腸両層
の30分，60分，120分インキュペーシ・ン後の筋層では総
リン脂質のSA値のそれぞれ5倍，2．5倍，1．5倍，粘膜層で
4倍，2．5倍，1．2倍という結果であった（Table　4），この様
に小腸両層のPAのSA値はインキュベーション後30分
では高い値を示したが，それ以後のSA値の上昇はかんま
んであった．なおPAにはPLGの混在の可能性があり，
これがPA掛目の比活性に関係することが一応考えられ
る．しかし同一条件での肝と比べて小腸黒影のPAの比活
性が低いことは，CMP．　PA十lnosito1一→PLI十CMPの
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経路でできるPLIの比活性が圧倒的に高いことと合わせ
て，さらに検索の必要がある，
　小腸両層をそれぞれホモジネートしてインキュベーショ
ンすることにより総リン脂質量が減少することは，0．9％
NaC1液を使っての工藤3）の報告がある，本実験でも同様
の傾向を認めた．すなわち30分インキュベーション後に
小腸筋層で約15％，粘膜で約35％の総IJン脂質量の減少
を認めた（Fig．4）．しかし両層とも工藤3）の報告に比べ約
半分の水解にとどまった．本実験ではインキュベーション
を腸片で行ったこと，また02，CO2混合ガス気流中でイ
ンキュベーションした点が異る．生体内ではこの様に著し
い水解による総リン脂質量の減少は考えられず，より生体
に近い系での本実験では，水解が抑制されたものと考えら
れる．
　小腸粘膜におけるphospholipaseの存在については多
くの報告がある．Gallai－Hatchard37），　Epstein33・39）と
Robertson40）はPLCが小腸粘膜で水解されることを報告
している．しかし分解産物がすべてlyso－PLCとしては回
収されず，水溶性のGPCまで水解されることから1yso－
1ecithinaseの活性は1ecithinaseの10倍以上であると報
告している．しかもlyso－PLCの蓄積はdeoxycholateの
存在下でのみ認めている37・41）．またGallai－Hachard37）は
deoxycholateの存在のもとでも臓器による差があり，小
腸粘膜ではPLCの減少のうち1yso－PLCとして回収され
る最大量：は79％であったと報告している．一方phos－
pholipase　B活性40）・42卍45）を示唆した報告もみられる．こ
の様にIysophospholipase，　phospholipase　Bの強い活性
の存在は，PLC，1yso－PLCが水溶性のGPCまで水解され
ることを示しており，本実験の結果もそれを支持している．
　PLEの水解についてはOttolengi45）が小義易粘膜を使っ
て，Schmidt461らは小腸粘膜のミトコンドリアを使って
PLCと同様の水解をみている．すなわちphospholipase
はPLEに対してもPLCと同様の機構により活性を示す
ことを示憎している．
　小腸筋層における各リン脂質の水解を調べた工藤3＞の報
告があり，筋層にもphospholipase活性が存在すること，
各リン脂質に対するphospholipase活性は粘膜より弱い
こと，PLI十PLS画分の減少率が最も多く認められ，　PA
＋Card画分の滅少率は少なかったと報告している．
　本実験では30分，60分，120分インキュベーション後の
各リン脂質について水解の程度を調べた（Fig．の　量的に
はPLC，　PLEの水解が最も著しいが，　lyso－PLC，1yso－
PLEのlyso体としての蓄積は明らかには認められず，従
来の報告と一致した．小腸筋層では60分インキュベーショ
ンまでは，減少率でみるとPLI，　PLE，　PLC，　Cardの順
で水解の程度が強く，120分インキュベーション後では，
各リン脂質とも同程度の水解を認めた．粘膜層でも同様の
傾向を認め，短時間のインキュベーションでは，減少率で
みると両層ともPLIのphospholipase活性を最も強く認
めた．ArthertonとHawthome47）が小腸粘膜のPLIで
phospholipase　C様活性の存在を報告しており，．この影響
でPLIに強い活性を認めたのかも知れないが，この点につ
いてはさらに．検討の必要がある．
　本実験ではPLS，　Cardなどでもかなり強い活性を認め
たが，組織中に少ないリン脂質については，単離した後それ
ぞれの水解を調べることにより明らかにされるであろう．
　いずれにしても小腸筋層にも粘膜同様，phospholipase
A，lysophospholipase（phospholipase　B）活性が認めら
れ，同じ条件下での肝スライスでは著明な分解は認められ
ず，興味のある問題であり，さらに追求の必要がある．
　小腸両層におけるPLEのα位がalky1型，　alkeny1型
のものが多いことは前述したが，この両型とα位がacyl
型の場合でphospholipaseの作用の仕方が異ることも考
えられる．工藤3）はacid　stable　PLE（diacyl十alky1．acyl）
型）とacid　Iabile　PLE（alkeny1－acy1型）でphospholipase
活性を比較し，両者に著しい差のないことを報告してい
る．本実験ではdiacy1一，　alky1－acyl一，　alkenyl－acyl－PLE
の水解の程度を調べた．その結果小腸筋層でdiacyl型の
PLEが最も水解され，30分インキュベーションで約70％
が水解された．一方，alkyl－acy1，　alkeny1－acyl型は30分
インキュベーションで34％，39％の水解にとどまった．粘
膜でもdiacy1型PLEの水解が極めて強く，30分インキ
ュベーションで約60％の水解を示した．alkyl－acyl型，
alkeny1－acyl型は38％，22％の水解にとどまった（Fig．7）．
　Waku48）らは，卵黄や牛の心臓のPLCから合成した
1－acyl一，1－alkyl一，1－alkenyl。2－linoleQyl－GPCに対して，
種々のphospholipaseをf乍用させて，水解の程度が異る
ことを報じている．しかし，本実験の様に臓器における
phospholipase活性が三つの型で異るという報告はなく，
非常に興味のある問題である．この差がα位の違いによる
phospholipase　A2の相異によるものか，ビニルエーテル
あるいはエーテル結合を切断する酵素系とエステル結合を
切断する酵素の活性の相異によるかは，今後の研究をまた
ねばならない，
　小腸筋層のリン脂質代謝について，いくつかの新しい知
見をえたが，なおその機能との関連で今後さらに研究が必
．要であろう。
要 約
ラット小腸片をKrebs－Ringer　bicarbonate液中で32Pi
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とともに37℃でインキュベーションを行い，ラット小腸
平滑筋のリン脂質代謝を加マ．，ど彦’¶oで．研究した．
　1）小腸平滑筋における32Piのとり込みは，肝や小腸粘
膜に比べて低いが，明らかにリン脂質中に見い出され，平
滑筋自体でもリン脂質をde　novo合成することを確認し
た．
　2）小腸平滑筋における単離したphosphatidylinositol
（PLI）のspeci丘。　activity（SA）は．30分インキュベーショ
ン後で，すでにphosphatidic　acid（PA）のSAより高く，
60分，120分後では他のリン脂質に比べ圧倒的に高いSA
値を示した．一方phosphatidylserine（PLS）のSAは各
時間とも低かった．粘膜でも同様の傾向を示した．
　3）Phosphatidylcholine（PLC）のSAは30分インキ
ュベーション後ですでにphosphatidylethanolamine
（PLE）のSAより高く，60分，120分では，より差が著明
であった．この関係は，肝における比活性がPLE＞PLC
であるのと逆の結果であった．
　4）インキュベーション後，小腸平滑筋で粘膜と同様リ
ン脂質．の分解が認められ，30分インキュベーション．後で各
リン脂質の水．解率を比べるとPLI＞PLE＞PLCの順であ
った．120分インキュベーション後では，各リン脂質の水
解率に大きな違いは認められなかった．
　51PLE領分の水解の程度をdiacyl一，　alkyl－acyl，
alkenyl－acyl，　PLEの三者で比較したところ，　diacyl型
PLEの水解の程度が．他の二者より極めて強いことが認め
られた．粘膜層でも同様の傾向にあった．
　稿を終るにあ．たり，終始有益な助言をいただいた本学生
化学第二講座谷口正子講師に深く感謝致します．
　なお，本研究の一部は文部省科学研究費により行った，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和5．0．6．12受理）
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